ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLTEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internatianale des brevets ^ : 

C12N 15/10, 15/31, 1/21, C07K 14/00 



Al 



(U) Nimiero de publication Internationale: WO 00/09679 
(43) Date de pubUcation internationale: 24 f^vrier 2000 (24.02.00) 



(21) Num^ro de la demande internationale: PCr/FR99/OI973 

(22) Date de ddp6t international: 1 1 aoQt 1999 (11, 08.99) 



(30) Donn^es relatives a la priority : 

98/10338 12 aoOt 1998 (12.08.98) 



FR 



(71) D^posant (pour tous les Etats disignes sauf US): PROTEUS 

(S.A.) [FR/FR]; 1105, avenue. Pierre Mendes France, 
F-30000 Nimcs (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/D^posants (US seulement): DUPRET, Daniel 
[FR/FR]; 8, chemin de Manjcjols Sinsans, M0420 
Calvisson (FR). MASSON. Jean-Michd [FR/FR]; 43, 
chemin Flou de Rious, F-3 1400 Toulouse (FR). LEFEVRE, 
Fabrice [FR/FR]; Batiment B, appaitement 208, 2, • me 
Thdodorc Aubancl, F-30900 Ntmes (FR). 

(74) Mandataires: BREESE, Pierre etc.; Bresse-Majerowicz, 3, 
avenue de I'Opdra, F-75001 Paris (FR), 



(81) Etats d&ignfe: AE, AU AM, AT, AU, AZ, BA, BB. BG, BR. 
BY, CA. CH, CN, CU, CZ. DE, DK. EE, ES, FI, GB, CD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN. IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS. LT, LU. LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK, SL. TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), brevet curopfen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR. GB, GR, IE, IT, LU. MC, NL, PT. SE), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA. GN, GW, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Public 



Avec rapport de recherche internmionale. 



(54) Title: METHOD FOR OBTAINING IN VITRO RECOMBINED POLYNUCLEOTIDE SEQUENCES, SEQUENCE BANKS AND 
RESULTING SEQUENCES 

(54) Titre: PROCEDE D'OBTENTION IN VITRO DE SEQUENCES POLYNUCLEOTIDIQUES RECOMBINEES, BANQUES DE 
SEQUENCES ET SEQUENCES AINSI OBTENUES 

(57) Aljstract 

The invention concerns a method for producing in vitro rccombincd polynucleotide sequences from a bank of polynucleotide sequences, 
characterised in that it comprises the following steps: fragmenting an initial bank of double-strand polynucleotide sequences; (b) dcnaturation 
of the fragnients i-csulting from step (a) optionally in the presence of one or several assembling matrix or matrices; (c) hybridising said 
fragments with one or several of the assembling matrix or maUnccs if the latter is/are not present in step (b); (d) ligation of said fragments; 
(e) optionally cloning said recombined polynucleotide sequences having advantageous properties with respect to one or several reference 
sequences. 

(57) Abr^gd 

La pr6scnte invention a pour objet un proc6d^ de production in vitro de sequences polynucl6otidiques recombin^es & parti r d*unc 
banque de sequences polynuclfiotidiques, caractfiris£ en cc qu'il comprend les Stapes suivantes: (a) la fragmentation d'une banque initiale 
de sdquences polynucleotidiques doublc-brins; (b) la d6iaturation dcs fragments issus de Tdtape (a) 6ventuellement en prdsence d'une ou 
plusieurs matrice(s) d*assemblage; (c) I'hybridation desdits ^fragments avec unc ou plusieurs matrice(s) d'asscmblage si celle(s>-ci n'cst 
(ne sont) pas prdscnte(s) & r6tape (b); (d) la ligation desdits fragments; (e) 6ventuellement le clonage dcs sequences poIynucI6otidiqucs 
recombin6es. ct la s61cction des s6qucnccs polynuclfiotidiqucs recombindes, et la selection des s^uences poiynucl6otidiques prfisentant des 
prbpri€t6s avantageuses par rapport h une ou plusieurs sequences de r6f6rence. 
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PROCEDE D'OBTENTION IN VITRO ' DE SEQUENCES 
POLYNUCLEOTIDIQUES RECOMBINEES, BANQUES DE SEQUENCES ET 
SEQUENCES AINSI OBTENUES . 

La presente invention se rapporte a une methode 
d'obtention in vitro de sequences po iynuc leo t idiques 
recombin^es . L' invention vise tout particulierement a 
g^n^rer puis selectionner des sequences polynucleotidiques 
susceptibles de presenter une ou plusieurs proprietes 
avantageuses par rapport aux proprietes correspondantes de 
sequences de reference et done capables de conferer un 
ph^notype ameliore et/ou de produire des proteines 
ameliorees. 

On entend par sequence de reference une 
sequence ayant des proprietes proches de celles 
recherch^es . ■ 

Differentes techniques ont ete d^velopp^es pour 
favoriser la recombinaison in vitro entre differentes 
sequences polynucleotidiques, parmi celles-ci on peut citer 
plus particulierement le DNA-Shuf fling (12) et le StEP (14) 
toutes deux fondees sur 1 'utilisation de la PCR. 

Le DNA-Shuf fling comporte deux etapes, la 
fragmentation aleatoire par la DNAse I de sequences 
polynucleotidiques, et une amplification par PCR dans 
laquelle les fragments precedemment generes servent 
d'amorces. A chaque etape d' hybridation, le changement de 
matrice provoque des recombinaisons au niveau des regions 
ayant des sequences homologues. Une representation 
schematique de cette m^thode est: donnee a la figure lA en 
annexe . 

Le StEP consiste a m^langer differentes 
sequences polynucleotidiques contenant diverses mutations 
en presence d'une paire d'amorces. Ce melange est soumis a 
une reaction de type PCR dans laquelle les etapes 
d • hybridation et de polymerisation sont regroup^es en iirife 
seule etape de tres couirte dur^e. Ces conditions permettent 
1 'hybridation des amorces mais diminuent la vitesse de 
polymerisation, de fagoh k ce que les fragments qui sont 
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partiellement synthetises s'hybrident aleatoirertient sur les 
sequences polynucleot idiques portant les differentes 
mutations, permettant ainsi la recombinaison . Une 
representation schematique de cette methode est donnee a la 
figure IB en annexe. 

Dans chacune de ces deux methodes, 1 ' etape de 
polymerisation est indispensable au processus de 
recombinaison. Ainsi, en fonction des polymerases choisies, 
cette etape de polymerisation pent etre generatrice de 
mutations supplementaires non souhaitees. En outre, a 
partir d'un certain nombre de cycles, le DNA-Shuf fling et 
le StEP reposent sur le principe de 1 • hybridation d'une 
"mega-amorce" (6) sur une matrice, ce qui entralne 
probablement des dif f icultes " de mise en oeuvre pour des 
sequences polynucleot idiques dont la taille est superieure 
a 1,5 Kpb (11). Enfin, ces deux techniques ne permettent 
pas de controler le taux de recombinaisons , puisque celles- 
ci se font aleatoirement au cours des Stapes successives de 
polymerisation. 

La pr^sente invention vise precisement a palier 
les inconv^nients ci-dessus en offrant une methode simple 
de preparation de sequences polynucleotidiques recombinees , 
permettant de generer des sequences polynucleotidiques 
susceptibles de presenter des proprietes avantageuses par 
rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference et done capables de conferer un phenotype 
ameliore et/ou de produire des proteines ameliorees. 

Ce but est atteint grace a un prpc6de 
d'obtention. in vitro de sequences polynucleotidiques 
recombinees a partir d'une banque de sequences 
polynucleotidiques, aussi designee ci-apres banque 
initiale, caracterise en ce qu'il comprend les Stapes 
suivantes : 

a) la fragmentation d'une banque de sequences 
polynucleotidiques double-brins , 

b) la denaturation des fragments eventuellement 
en presence d'une ou plusieurs matrice (s) d ' assemblage, 



c) 1 ' hybridation desdits fragments avec une ou 
plusieurs matrice(s) d ' assemblage si celle{s)-ci n'est (ne 
sont) pas presente(s) a i ' etape (b) , 

d) la ligation desdits fragments pour obtenir 
des sequences polynucleotidiques recombinees, 

e) la selection des sequences 
polynucleotidiques recombinees presentant des propriet^s 
avantageuses par rapport aux proprietes correspondantes k 
une ou plusieurs sequences de reference. 

Le procede de 1' invention peut comprendre a 
1' issue de 1 ' etape (d) et avant 1 ' 6tape (e) , la repetition 
des etapes (b) , (c) et (d) non plus avec les fragments de 
I'etape (a) mais avec les produits de 1 ' etape (d) , 

Ce mode de realisation est particuli^rement 
utile dans le cas ou a 1 ' issue de I'^tape (d) tous les 
fragments ne sont pas ligues. Dans ce cas, le procede de 
1' invention comprend en outre, a la fin de I'etape (d) et 
avant I'etape (e) , un ou plusieurs cycles des reactions 
suivantes: 

- d^naturation des fragments ligues et non 
ligues issus de 1 ' 6tape (d) , ^ventuellement en presence 
d'une ou plusieurs matrice(s) d' assemblage, 

- hybridation desdits fragments avec une ou 
plusieurs matrice{s) d' assemblage si celle(s)-ci n'est (ne 
sont) pas presente(s) lors de la denaturation, 

■ - ligation desdits fragments. 
Ces reactions de denaturation, hybridation et 
ligation, sont equivalentes aux etapes (b) , (c) et (d) , 
mais realisees non pas avec les fragments de I'etape (a) 
• mais avec les fragments ligues et non ligues issus- de 
I'etape (d) . 

Le proced6 de 1 ' invention peut comprendre en 
outre, une ou plusieurs des Stapes suivantes : 

la separation des sequences 
polynucleotidiques recombinees de la ou des matrice(s) 
d'assemblage avant I'etape (e) , 
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- 1 • arapl if ication des sequences 
polynucleotidiques recombinees double brin avant I'etape 
(e). 

- le clonage de sequences polynucleotidiques 
recombinees eventuellement apres separation des brins 
recombines de la ou des matrices et obtention du double 
brin correspondant avant I'etape (e) . 

Les ■ extremites des fragments generis a I'etape 
(a) sont telles qu'il puisse y avoir hybridation adjacente 
de ces extremites sur la ou les matrice(s) d' assemblage ^ 
I'etape (c) et ligation de ces fragments les uns avec les 
autres a I'etape (d) . Les sequences polynucleotidiques de 
la banque sur laquelle est ef fectu^e le precede de 
1' invention doivent . presenter des zones d'homologie soit 
entre elles, soit avec les matrices d ' assemblage , 
permettant de generer des extremites de fragments telles 
que d^crites ci-dessus. 

Une forme de mise en oeuvre avantageuse du 
proced6 de 1' invention consiste a realiser simultanement 
les etapes (c) et (d) seion une reaction dite de RLR pour 
1' expression anglaise de "Recombining Ligation Reaction". 

Outre les avantages indiques precedemment , le 
precede de 1' invention est remarquable en ce qu'il favorise 
et "accelere la recombinaison aleatoire in vitro de 
sequences polynucleotidiques, ces sequences 
polynucleotidiques pouvant etre des genes . On entend par 
gene un fragment ou une sequence d'ADN associee a une 
fonction biologique. Un.- gene peut etre ■ obtenu de 
dif ferentes fagon, dont la synthese chimique, ' la synthese 
par polymerisation ou par extraction dudit gene a partir 
d'une source d'acides nucl^iques . 

La recombinaison in vitro des sequences 
polynucleotidiques de. la banque initiale par le precede de 
1 ' invention permet done d'obtenir une neuvelle banque 
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contenant des sequences ayant acquis une ou plusieurs 
caracteristiques des sequences de la banque precedents. He 
precede de 1 ' invention constitue done une technique 
d' evolution in vitro. 

5 . 

Le procede de' 1' invention constitue une 
alternative a la PGR recombinatoire telle que mise en 
oeuvre dans les techniques de DNA shuffling (12.) ou.de StEP 
(14), puisqu'il ne necessite pas d'etape de polymerisation 
10 in vitro pour- aboutir a la recombinaison. Au contraire, 

I'etape clef du procede de 1 ' invention est 1 ' etape (d) de 
ligation sur une matrice d * assemblage , ce qui assure un 
tres .haut degre de fiddlit^ au cours des . evenements de 
recombinaison. 

15 ' . Le precede de 1' invention est remarquable en ce 

qu'il permet d'augmenter considerablement I'efficacite du 
reassemblage des fragments a liguer. En effet, dans le cas 
d'une sequence' decoupee en n fragments, il existe n" 
possibilites de reassociation des fragments en utilisant un 

20 procede de ligation classique (sans utilisation d'une 

matrice de reassemblage- qui oriente la ligation) , parmi 
lesquelles une seule forme est interessante . Dans le cas du 
procede de 1' invention, la ligation est orient^e par la 
matrice d ' assemblage , ce qui permet d'obtenir directement 

25 la seule forme interessante. 

La fragmentation de ces sequences 
polynucleotidiques a 1' etape (a) peut se faire soit de 
maniere contrSl^e, soit, de mani^re al^atoire. 

30 Dans le cas d'une fragmentation realisee de 

maniere controlee, la- fragmentation permet de maitriser 
avec precision le degre de recombinaison voulu et la 
position des points de recombinaison. Selon une forme de 
realisation pref^r^e du proc^d^ de 1' invention, 1' etape (a) 

35 consiste a soumettre les sequences polynucleotidiques de ia 

banque a une hydrolyse par 1' action d'une ou plusieurs 
enzymes de restriction. Ainsi, dans une forme de mise en 
oeuvre particuliere du procede de 1' invention, le degre de 
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recombinaison et la position des points de recombinaison 
des sequences po lynuc leot idiques recombinees sent 
determines par la fragmentation de I'etape (a). 

Ainsi, plus le nombre de fragments generis par 
sequence est grand, plus le nombre de fragments necessaires 
pour recomposer una sequence est eleve, ce qui entraine un 
taux de recombinaison elev.e . En outre, la nature et la 
position des extremites des fragments g^neres dans ce mode 
de realisation du precede de 1 ' invention peuvent etre 
connues et controlees,. ce qui permet :. 

- de controler avec precision les zones ou la 
recombinaison a lieu,, ou 

- d'induire la recombinaison entre des 
sequences polynucl^otidiques, par exemple des genes, si les 
extremites des fragments sent creees dans des zones 
d'homologie entre ces sequences, ou des zones d'homologies 
entre ces sequences et la ou les matrices d' assemblage . 

Dans le cas d'une fragmentation aleatoire, tout 
moyen enzymatique ou mecanique connu de I'homme de metier 
capable de couper aleatoirement I'ADN double brin pourra 
etre utilise, comme par exemple une digestion par la 
Dnase I ou une sonication, 

Le precede de 1 ' invention permettant 
d'augmenter considerablement I'efficacite de reassemblage 
des fragments a liguer, il peut done etre applique a 
1 ' orientation de la ligation multi-moleculaire k bouts 
francs. Dans cette application, on utilise comme matrice 
d'assemblage aux etapes ' (b) ou (c) des oligonucleotides 
simple ou double brin juste complementaires de I'extremite 
3' d"un fragment et 5 ' du fragment adjacent, ce qui permet 
1 'hybridation adjacente de ces deux extremites sur la meme 
matrice apres I'etape de denaturation . Une fois hybridee^', 
les extremites des fragments peuvent §tre liguees entre- 
elles de fagon k or.ienter le sens de ligation des fragments 



a bout francs. La meme approche peut etre envisages pour 
1 ' orientation de la ligation de fragments a bouts cohesifs; 

Una mise en oeuvre toute preferee du procede de 
1' invention consiste a ajouter a 1 ' etape (c ) et/ou a 
I'etape (d) des enzymes capables de reconnaitre et de 
couper de maniere specifique les extremites non .hybridees 
de fragments, lorsque celles-ci recouvrent d'autres 
fragments hybrides sur la meme matrice. Un exemple prefere 
de ce type d'enzyme est I'enzyme Flap endonuclease (10). 

Une mise en oeuvre particuliere du procede de 
1' invention consiste done a utiliser des enzymes du type 
Flap endonucleases .lorsque les fragments generes a 1 ' etape 
(a) peuvent se recouvrir lors de 1 ' hybridation sur la 
matrice d'assemblage a 1 ' etape (c ) . 

Ainsi, lors. de 1 ' hybridation de fragments d'ADN 
simple brin sur une matrice, ces' enzymes ont pour 
propriete de reconnaitre et de couper de maniere 
specifique les extremites non hybridees de ces fragments, 
lorsque celles-ci recouvrent d'autres fragments hybrides 
sur la meme matrice. Au cours de 1 ' etape (c) 
d' hybridation, ces enzymes permettent done d'augmenter le 
nombre d' extremites adjacentes pouvant §tre liguees a 
1' etape (d) , ce qui est particulierement important dans le 
cas de fragments obtenus par coupure aleatoire, car ces 
fragments pr^sentent des zones de recouvrement les uns 
avec les autres lorsqu'ils s'hybrident sur la matrice 
d'assemblage. 

Dans une mise en oeuvre particuliere du procede 
de 1' invention utilisant une ligase active a haute 
temperature et pref erentiellement thermostable a 1 ' etape 
(d) , les endonucleases capables de reconnaitre et de 
couper de maniere specifique les extremites non hybridees 
des fragments comme les Flaps, . ajoutees a 1 ' etape (c - ) 
et/ou a 1' etape. (d)" auront les memes proprietes de 
thermoresistance et d'activite a haute temperature que 
ladite ligase. 
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La banque de sequences polynucleotidiques sur 
laquelle est effectuee le precede de 1' invention peut etre 
generee par toute methode connue de I'homme du metier, par 
exemple a partir d'un gene sauvage par etapes de mutagenese 
dirigee successives, par PGR "error prone " [2], par 
mutagenese aleatoire chimique, par mutag^n^se al^atoire in 
vivo, ou en combinant des genes de . families proches ou 
distinctes au sein de la m§me espece ou d'especes 
differentes de fagon a disposer d'une vari^te de sequences 
polynucleotidiques dans ladite banque. 

Parmi . ces techniques-, 1' invention envisage plus 
particulierement , un procede dans lequel la banque de 
sequences polynucleotidiques double-brins est obtenue par 
une reaction de polymerisation en chaine realises dans des 
conditions qui permettent de creer des mutations 
ponctuelles al^atoires . 

La banque initiale de sequences 
polynucleotidiques double-brins peut etre constituee de 
sequences synthetiques qui seront fragmentees a 1 ' etape (a) 
ou qui peuvent constituer les fragments de 1 ' etape (a) 

Selon une forme de realisation pref^ree du 
procede de 1' invention, 1 ' etape (a) consiste i soumettre 
les sequences polynucleotidiques de la banque a une 
hydrolyse par 1' action d'une ou. plusieurs enzymes de 
restriction. 

Pour accroitre le degr^ de recombinaison genere 
par le procede de 1' invention, il suffit d'augmenter le 
nombre de fragments de restriction en utilisant des enzymes 
de restriction ayant un grand nombre de sites de -coupure 
sur les, sequences polynucleotidiques de la banque, ou en 
combinant plusieurs enzymes de restriction. Dans le cas de 
1' utilisation d'une ligase thermostable et thermoactive, la 
taille du plus petit fragment ainsi genere sera 
avantageusement superieure ou ^gale a 40 pb, afin de 
conserver une temperature d' hybridation compatible avec 



celle de I'etape (d) ' de ligation qui est generalement de 
I'ordre de 65 °C. ' 



L'etape (a) peut encore etre realisee en 
generant una banque de fragments par traitement aleatoire 
enzymatique ou mecanique. En particulier, l'etape (a) peut 
consister en un traitement aleatoire avec la DNAse I d'une 
banque de sequences polynucleotidiques double brins 
partiellement heterologues . Dans, le cas ou 1 ' on utilise a 
i'etape (a) une fragmentation enzymatique ou mecanique 
aleatoire, cette forme de raise en oeuvre du precede de 
1' invention a la particularity de permettre 1 ' utilisation 
des fragments generis par ce traitement , comma matrices les 
uns pour les autres, pour 1 ' hybridation au cburs de 
I'etape (c) ou de la reaction de RLR des etapes (c) at (d) 
simultan^es. 

L'etape (b) peut etre realisee en combinant au 
moins deux banques de fragments distinctes generees 
separemenf a I'etape (a) a partir de la meme banque 
initiale par des traitements differents, comme par exemple 
avec des enzymes de restriction differentes. Dans le cas de 
la mise en oeuvre de telles banques, on utilise les 
fragments obtenus a I'etape (a) comme matrices les uns pour 
les autres, pour 1 ' hybridation au cou*rs de I'etape (c) ou 
de la reaction de RLR des etapes (c) et (d) simultanees . 

Les fragments de I'etape (a) du precede de 
1' invention peuvent egalement etre generis par des 
reactions d ' amplification comme la PGR menees sur les 
sequences polynucleotidiques de la banque. Deux solutions 
sont envisageables . Dans un premier cas, les 
oligonucleotides amorces peuvent etre congus de maniere a 
generer des fragments dont les extremites sont adjacentes 
tout au long de la sequence d' assemblage . Dans un deuxieifte 
cas, les oligonucleotides amorces sont congus de fagon a 
generer des fragments ayant des sequences communes, ces 
fragments pouvant servir de matrice d' assemblage les uns 
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pour les -autres a I'etape (b) ou a I'etape (c) . Le precede 
de 1' invention permet de combiner de maniere aleatoire 
diff brents fragments obtenus a I'etape (a) et de les 
reassembler au cours des etapes . (b) , (c) et (d) au sein 
d'une sequence polynucleotidique . Ce precede reproduit done 
in vitro les phenomenes de recombinaison qui peuvent se 
produire in vivo en les favorisant. Le precede de 
1* invention est done tout particulierement interessant pour 
recombiner des sequences polynucleotidiques entre elles 
afin de generer de nouvelles sequences polynucleotidiques 
ayant des proprietes- interessantes par rapport aux 
proprietes correspondantes de sequences de reference. 

L'efficacite de recombinaison du precede de . 
1* invention est fonction du nombre de fragments gen^res par 
sequence polynucleotidique a I'etape (a). En consequence, 
le procede de 1' invention utilisera des sequences 
polynucleotidiques ayant 6te fragmentes en n fragments, n 
etant avantageusement superieur ou egal a trois . 

La matrice d* assemblage a I'etape (b) ou (c) 
est par exemple urie sequence polynucleotidique issue de la 
banque initiale ou une sequence consensus de ladite banque, 
simple ou double br in . Dans le cas' ou la matrice 
d' assemblage est incorporee directement a I'etape (c) de 
1' invention,, cette matrice doit etre sous forme simple 
brin . 

Selon une variante du procede de 1' invention, 
les matrices d ' assemblage , des e tapes (b) ou (c) sont 
constitutes d' oligonucleotides simples ou doubles brins . 

Selon une forme particuliere de mise en oeuvre 
du procede de 1 ' invention, . des oligonucleotides, simple ou 
double brin, de longueur variable, sont ajoutes a I'etape 
(b) ou.{c) en plus de la matrice. Ces oligonucleotides sent 
congus pour pouvoir se substituer 'a une partie dfes 
fragments a I'etape (c) , en effet, leur sequence est telle 
que : 



- s'ils sont parfaitement homologues avec la 
sequence du fragment qu'ils remplacent, ils favorisent 
certaines combinaisons , ou 

- s'ils sont partiellement h^terologues avec la 
sequence du fragment qu ' ils • remplacent , ils introduisent 
une ou des mutations dirigees supplementaires . 

Avant I'^tape (e) du precede' de 1' invention, il 
est possible de separer les sequences' polynucleotidiques 
recombinees de la matriced' assemblage grice a un marqueur 
present sur la matrice d' assemblage bu sur les sequences 
polynucleotidiques recombinees. II est en effet possible de 
marquer chaque brin de la matrice selon des techniques, 
connues de I'homme du metier. Par exemple, le marqueur de 
la matrice d' assemblage peut etre un haptene et 1 ' on separe 
les sequences polynucleotidiques recombinees de la matrice 
d' assemblage par des techniques connues de 1,'homme du 
metier, comme par exemple un anticorps anti-haptene fixe 
sur un support ou une reaction biotine-streptavidine , .si 
1' haptene est un marqueur biotine. 

D'autres techniques peuvent etre employees pour 
separer les sequences polynucleotidiques recombinees de la 
matrice d ' assemblage . La matrice d' assemblage peut aussi 
etre preparee specif iquement de fagon a faciliter son 
elimination a la fin du procede de 1' invention. Elle peut 
ainsi etre synthetisee par ainplif ication PGR utilisant des. 
dATP methyles, ce' qui permet sa degradation par 
1' endonuclease de. restriction Dpn I. Dans ce cas, les 
sequences polynucleotidiques recombinees ■ ne doivent pas 
contenir de dATP methyles. La matrice peut aussi .avoir ete 
preparee par amplification PGR en utilisant des dUTP, ce 
qui permet sa degradation par' traitement avec une uracyl- 
DNA-glycosylase. A 1.' inverse, il est possible de proteger 
les sequences polynucleotidiques recombinees en les 
amplifiant par PGR selective avec des oligonucleotide's 
portant des groupements phosphoro thioates en 5*. Un 
traitement avec une exonuciease permet alors de degrader 
specif iquement la matrice d ' assemblage . 
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Le precede de 1' invention peut comprendte 
avant le clonage eventual de 1 ' etape (e) , une etape 
d ' amplif icatiqn des sequences p o 1 ynuc 1 e o t i di qu e s 
recombinees . Toute technique d' amplif icat ion est acceptable 
notamment une amplification par PGR. Une des plus simple 
consiste a realiser une PGR qui permet d' amplifier 
specif iquement les sequences polynucleotidiques recombinees 
grace a des amorces qui ne peuvent s'hybrider que sur les 
extremites des sequences recombinees. Les produits PGR sont 
ensuite clones pour etre caracterises et les sequences 
polynucleotidiques presentant des proprietes avantageuses 
par rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference sont selectionnees . 

L' invention a pour objet de generer des 
sequences polynucleotidiques susceptibles de presenter des 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 
correspondantes de sequences de reference. Les sequences 
polynucleotides recombinees obtenues a 1 ' etape (d) et 
eventuellement donees sont criblees par tout moyen 
approprie pour selectionner les sequences 
polynucleotidiques recombinees ou les clones presentant des 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 
correspondantes de sequences de reference. On entend, par 
example, par propri^t^s avantageuses la thermos tabilite 
d'une enzyme ou sa qualite a pouvoir fonctionner dans des 
conditions de pH ou de temperature ou de concentration 
saline plus adaptees a un precede enzymatique, que les 
proteines temoins habi tuellement utilisees pour ledit 
precede. A titre d'exemple d'un tel proced^, on peut citer 
un procede industriel de desencollage des fibres textiles 
ou de blanchiment des pates a papier ou de la production 
d'aromes dans 1' Industrie laitiere, les precedes de 
biocatalyse pour la synthase par voie enzymatique de 
nouvelles molecules therapeutiques , etc... 

Salon un mode de realisation avantageux du 
procede de 1' invention, la banque de sequence 



polynucleotidique peut done etre le resultat d'un crible 
ayant permis de selectionner par tout moyen approprie les 
sequences polynucleo tidiques pr^sentant des propri^tes 
avantageuses par rapport a des sequences temoins. Les 
sequences ainsi select ionnees constituent une banque 
restreinte . 

Mais, il est aussi possible de partir d ' une 
banque non restreinte afin de conserver la representativite 
des proprietes contenues dans cette banque. 

Les sequences codanf pour la ou les proteines 
presentant une ou des proprietes avantageuses par rapport 
aux proteines de reference sont alors selectionnees , par 
des criblages in vivo ou in vitro, et peuvent servir a 
constituer une nouvelle banque pour une eventuelle 
reiteration du precede de 1 ' invention . ■ Une mise en ceuvr.e 
avantageuse du procede de 1 ' invention consiste done a 
utiliser comme" banque plusieurs. sequences 
polynucleotidiques selectionnees apres une premiere mise en 
oeuvre du procede de 1' invention, eventuellement melangees 
avec d'autres sequences polynucleotidiques. Parmi les 
techniques de criblage qui peuvent etre appliquees a chacun 
des clones de 1 ' etape (e)-, les techniques ' de criblage in 
vitro presentent I'avantage de s'affranchir des problemes 
de physiologie cellulaire, et de tous les inconvenients 
lies au clonage d' expression in vivo. En outre, ce type de 
criblage est facilement automatisable , ce qui permet de 
cribler un nombre 6leve de sequences polynucleotidiques 
recombinees . - . 

L' invention concerne aussi une sequence 
polynucleotidique recombinee obtenue par un procede selon 
1' invention, ainsi qu ' un vecteur contenant une telle 
sequence polynucleotidique recombinee, un hote cellulaire 
transforme par une sequence polynucleotidique recombinee ou 
un vecteur de 1' invention, ainsi qu'une proteine codee par 
cette sequence polynucleotidique recombinee. L' invention 
comprend egalement les banques correspondantes de sequences 
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polynucleotidigues recombinees , de vecteurs, d'hotes 
cellulaires ou de proteines. 

D'autres avantages et caracteris tiques de 
1' invention apparaitront des examples de realisation de 
1' invention qui suivent et qui se referent aux dessins en 
annexe dans les quels : 

La- figure 1 est une representation schematique 
des procedes de I'art anterieur corresp.ondan t 
respectivement au DNA-shuf fling (figure lA) et au StEP 
figure IB) . 

La figure 2 est une representation schematique 
d'un exemple de realisation du procede de I'invention et de 
certaines de ses variantes et applications. 

La figure 3 represente les positions des dix 
zones de mutations {Pvu II- et Pst I) portees par chaque 
mutant du gene ponB utilise pour les exemples de mises en 
oeuvre de 1' invention. 

La figure 4 represente la position des amorces 
utilis^es par .rapport a la sequence du gene ponB. 

La figure 5 represente la migration des 
produits des reactions de RLR et de PGR des produits de ces 
reactions de RLR sur gel d' agarose. 

La figure 6 represente la- position des 
mutations par rapport aux fragments de restriction. 

I - EXEMPLE. 

Le procede de 1' invention a ete mis en oeuvre a 
partir d'une banque de mutants du gene ponB, codant pour la 
PBPlb d'E. .coli (1). Dix mutants de ce gene ont ete 
utilises. La sequence du g^ne de chaque mutant differe de 
celle du gene sauvage par une zone non homologue de treize 
a seize bases de long constituee; par la substitution de 
cinq codons initiaux par cinq codons alanines selon la 
technique d^crite par Lefevre et al. (8). 

La substitution portee par chaque mutant est 
caracterisee par la presence d'un site unique de 1 ' enzyme 



de restriction Pvu II encadre par deux sites de 1 ' enzyme 
Pst I, qui permettent de distinguer les mutants les uns des 
autres par leur profil de digestion avec ces endonucleases 
de restriction. La figure 3 represente les positions des 
dix zones de mutations {Pvu II et Pst I) portees par chaque 
mutant . . • 

Apres amplification par PGR des genes des dix 
mutants, les produits PCR ont ete purifies, melanges en 
quantite ^quimolaire pour constituer la banque . Les 
sequences, polynucleotidiques., de cette banque ont ete 
digerees par les enzymes de restriction Hinf I et Bsa I, de 
fagon a generer des banques de fragments de restriction. 
Les fragments de restriction ont alors ete incubes avec la 
matrice sauvage, a differentes quantites, en presence d'une 
ligase thermostable. Apres plusieurs cycles de 
d^naturation/hybridation/ligation, une fraction de ce 
melange reactionnel a ete utilisee ■ pour r^aliser une 
amplification PCR avec un couple d' amorces specif iques des 
extremites 5' et 3' des g^nes des mutants et non 
specif iques des extremites 5' et 3 ' de la matrice_sauvage . 
Le produit d ' amplification a 6te clone, et les clones 
obtenus ont ete analyses pour leur profil de digestion avec 
I'endonuclease de restriction Pvu II ou Pst I. Les profils 
obtenus ont permis de determiner quel(s) fragment (s) des 
mutants aval (en) t pu se" recombiner avec les autres pour 
reconstituer un gene entier. 

II - MATERIEL . 

1) Souches et plasmides . 

La souche MC1061 (F" araDl39, A(ara-Ieu) 7696/ 
galElB, galKie. A{lac)X7A ', rpsL (Str^) , mcrA mcrBl , hsdR2 
(r]c~ rnk"*")) est derivee d' Escherichia coli K12 . ./ 

Le vecteur pARAPONB est issu du vecteur pARA13 
(3) .dans lequel le gene ponB portant un site de coupure 
thrombine (9) a 6t^ introduit entre les sites de 
restriction Nco I et Nar I. Le vecteur pET26b+ fait partie 
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de la famille des vecteurs pET developpee par Studier et 
Moffatt (13) et commercialises par la societe NOVAGEN. 

2) Oligonucleotides . 

Les oligonucleotides ont ete synthetises par la 
society ISOPRIM (Toulouse) . Les sequences des 
oligonucleotides sont rapportees dans le tableau I ci- 
dessous . 

Tableau I 



Oligo N 


5' ACTGACTACCATGGCCGGGAATGACCGCGAGCC 3' 


Oligo E 


5 ' CCGCGGTGGAGCGAATTCTAATTAeTACCAAACATATCC 3 ' 


Oligo Ml 


5' GCGCCTGAATATTGCGGAGAAAAAGC 3' 


Oligo M2 


5' ACAACCAGATGAAAAGAAAGGGTTAATATC 3' 


Oligo Al 


5' ACTGACTACCATGGCC 3' 


Oligo A2 


5 ' CCGCGGTGGAGCGAATTC 3 ' 



3) Reactif s , 

Les enzymes de restriction et de modifications 
citees dans le tableau II ci-dessous ont ete utilisees 
selon les recommandations des f ournisseurs . 

Tableau II 



Enzyme 


Concentration 


. Fournisseur 


Ncol 


10 U/^Ll 


NEB 


PstI 


20 U/JXl 


NEB 


Eco RI 


2 0 IT/M.1 


NEB 


Bsa I 


5 U/^ll 


New England Biolabs 


Hinf I 


10 U/|ll 


New England Biolabs 


Pvu II 


10 U/lLil 


New England Biolabs 


T4 DNA ligase 


400 \J/[il 


New England Biolabs 


Tag ADN 
polymerase 


5 U/[il 


PROMEGA 

i 


AMPLIGASE 


100 u/ixi 


EPICENTRE 



Les tampons utilises sont raport^s dans le 



tableau III ci-dessous. 



Tableau III 



Tampons 


Composition 


T 


Tris HCl 10 mM, pH 8 . 0 


Polymerisation 
2 OX 


Tris HCl 100 mM pH 8,3, MgCl2 15 mM, 
KCl 500 mM, 1.0% Triton XlOO® 


Restriction A lOX 


500 mM NaCl, 100 mM Tris HCl pH 7,9, 
100 mM MgCla, 10 mM DTT 


Restriction B lOX 


1 M NaCl, 500 mM Tris HCl pH 7,9, 100 
mM MgCl2/ 10 mM DTT 


Restriction C lOX 


500 mM NaCl, 1 M Tris HCl pH 7,5, 100 
mM MgCl2, 0,25% Triton XlOO® 


AMPLIGASE lOX 


200 mM Tris HCl pH 8,3, 250 mM KCl, 100 
mM MgC12, 5 mM NAD, 0,1% Triton XlOO® 


Ligation lOX 


500 mM Tris HCl pH 7,5, 100 mM MgCl2. 
100 mM DTT, 10 mM ATP, 250 \ig/ml BSA 



III - PREPARATION DE LA MATRICE . 



Le gene ponB sauvage a ete amplifie par une 
6tape de reaction de PCR en utilisant comme amorces les 
oligonucleotides Ml et M2(fig. 4). Cinq reactions de PCR 
ont 6te preparees en ajoutant 50 ng du plasraide pPONBPBR 
portant le gene sauvage (7) a un melange contenant 10 ^1 de 
tampon de polymerisation, 10 |Xl de dNTPs 2mM, 2 0 pmol de 
chaque' oligonucleotide Ml et M2 , et 5U de Taq ADN 
polymerase, dans un volume final de 100 |Il . Ces melanges 
ont ete incubes dans un thermocycleur Perkin-Elmer 9600 
selon le programme suivant : (94''C - 2 min.) - ( 94°C 15 
sec. - GO'^C ^O sec. - 72°C 1 min.) x 29 cycles - (72°C -■.;3 
min. ) . 

Le produif des cinq PCR ont ^te melanges et 
deposes sur un gel d 'agarose TBE 1%. Apr^s migration et 
coloration au bromure d'ethidium du gel, la bande a 2651 
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pb, correspondant au produit d' amplification du gene ponB 
encadre par deux fragments de 26 pb et 90 p'b 
respectivement ; a ete visualises par trans-illumination aux 
ultraviolets, et decoupee a 1 ' aide d'un scalpel pour etre 
purif iee avec le syst^me Quiaquick (QIAGEN) . La totalite de 
I'ADN ainsi purifi^ a ete elu6e dans 120 ^tl de tampon T. La 
concentration de cet ADN a ete ^valuee par un dosage 
5 p e c t r o p h o t om e t r i qu e k 260 nm , a 

100 ng/^1, 

XV - PREPARATION DE LA BANQUE . 

.1) Amplification des genes mutants . 

Les genes des dix mutants ont ete amplifies 
s^parement par 1 ' intermediaire d'une reaction de PGR en 
utilisant les oligonucleotides N et E. Ces oligonucleotides 
introduisent respectivement les sites de restriction Nco I 
et -Bco RI, permettant de doner les produits obtenus avec 
ces deux sites. 

Chaque reaction de PGR a ete prepar^e en 
ajoutant 50 ng du plasmide portant le gene mutant i un 
melange contenant 10 \il de tampon de polymerisation, 10 \il 
de dNTPs 2mM, 20 pmol de chaque oligonucleotide N et E, et 
5U de Taq ADN polymerase, dans un volume final de 100 |il . 
Ge melange a ete incub^ dans un thermocycleur Perkin-Elmer 
9600 selon le programme suivant : (94'*C - 2 min.) ( 94°C 
15 sec. - 60°C 30 sec. - 72°G 1 min.) x 29 cycles - (72°C - 
3 min. ) . 

La specificity de 1 ' amplification genique a ete 
verifies par profil de restriction avec 1 ' endonuclease Pvu 
II, en incubant 5 \il de chaque produit PGR 1 heure a 37°G 
dans un melange contenant 

3 jll de tampon de restriction A et 5U de 1' enzyme Pvu II 
dans un volume final de 30 |Xl . 15 ^ll de cette reaction de 
digestion ont et6 deposes sur un gel d' agarose TBE 1%. 
Apres migration et coloration au bromure d'^thidium, le gel 
a ^te expose aux ultraviolets. La visualisation des 
fragments de restriction a permis de confirmer la 
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specif icite de 1 ' amplification genique de chaque gene 
mutant 

• En parallele, 3 )ll de chaque reaction PGR ont 
ete deposes sur un gel d' agarose TBE 1%. Apres migration, 
5 legel a ete traite comme ci-dessus. L'intensite de chaque 

bande a permis d'estimer que les amplifications geniques 
. avaient eu le meme rendement , 

2 ) Creation des banques de fragments de 

10 restriction . 

50 M-1 de chacune des dix PGR ont ^te melanges 
et deposes sur un gel d' agarose TBE 1%. Apres migration et 
coloration au bromure d'ethidium, la bande .a 2572 pb , 
correspondant au produit d' amplification des genes des dix 

15 mutants, a ete decoupee a 1 ' aide d'un scalpel et purifiee 

avec le systeme Quiaguick (QIAGEN) . La totalite de I'ADN 
ainsi purifie a ete eluee dans 

12 0 \ll de tampon T. La concentration de . cet ADN a ete 
evaluee par un dosage spectrophotometrique a 260 nm, a 100 

20 ng/^ll. 

Pour gen^rer les banques de fragments de 
restriction, 100 |ll de cet ADN ont ete incubes une heure a 
50°G dans un melange contenant 12 (ll de- tampon de 
restriction B, 1,2 [ll de BSA (a 10 mg/ml) , 25 U de I'enzyme 

25 Bsa I et 4 |Il d'eau. Puis 2 |il du tampon de restriction B, 

2 111 de BSA (a Img/ml) , 50 U de 1 ' enzyme . if in f I et 11,5 ^il 
d'eau ont 6te rajoutes au melange, qui a 6t6 incub^ une 
heure a ST'^C. La totalite du melange de digestion a et^ 
purifie sur une colonne QlAquick (QIAGEN), et 41ue avec 30 

30 .^Ll de tampon T. 1 1^1 de cet eluat a et6 depose sur gel 

d' agarose TBE 1% pour verifier que la digestion avait ete 
totale, et qu'elle avait gen^re 6 fragments de restriction, 
et par consequent six banques de fragments, de 59 0 pb, 500 
pb, 472 pb, 438 pb, 298 pb et 274 pb . La concentration de 

35 cet ADN a 6t^ evaluee (par un dosage spectrophotometrique'^' a 

260 nm) k 250 ng/|il. 

V - RLR (Recombinatinq Ligation Reaction) . 
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L'a reaction de RLR (Recombining Ligation 
Reaction) a ete realises en incubant des quantites 
determinees de fragments de restriction Hinf I - Bsa I des 
genes des dix mutants avec la matrice complete (ie le gene 
ponB sauvage) , en presence d'une ADN ligase thermostable. 
Le tableau IV ci-dessous rapporte la composition des 
melanges de RLR. 



Tableau IV 





RLR 1 


RLR 2 


RLR3 


RLR4 


T- 


Fragments Hinf I - Bsa I 
des dix mutants 
(100 ng/U.1) 


0,5 ^il 


1 \il 


2 ^ll 


5 ^11 


5 \ll 


Matrice ponB sauvage 
(100 ng/uD 


0,6 |LLl 


1,2 
^1 


2,4 


6 |il 


6 |Lll 


Tampon AMPLIGASE lOX 


2 !Xl 


2 |Lll 


2 Hi 


2 ^1 


2 \a 


AMPLIGASE (25 U/|LL1) 


1 ^ll 


1 ^1 


1 \yl 


1 ^il 




H20 


qsp 20 
^1 


qsp 
20 |il 


qsp 
20 
^1 


qsp 
20 
^il 


qsp 
20 
^1 



Le temoin negatif est identique a la reaction 
de RLR4, mais ne contient pas d'ADN ligase thermostable. 
Ces diff^rents melanges ont ete recouverts d'une goutte 
d'huile minerale et incubes dans, un thermocycleur Perkin- 
Elmer 9600 dans des microtubes de 200 [ll selon le 
programme suivant : (94°C 5 min.) (94°C 1 min. - 65^C 

4 min. ) x 35 cycles. 

10 [ll de chaque reaction de RLR ont alors ete 
ajoutes a un melange de reaction PGR contenant 10- |al de 
tampon de polymerisation, 10 ^il de dNTPs 2 mM, 
40 pmol de chaque oligonucleotide Al et A2, et 5 U de Taq 
ADN polymerase dans un volume final de 100 |ll . Ce melange a 
ete incube dans un thermocycleur Perkin-Elmer 9600 selon le 
programme suivant : (94"C 5 min.) - (94^0 30 sec. - 46°C 30 
sec' - 72°C 1 min.) x 29 cycles - (72'='C 2 min.). . Cette 
reaction de PGR a permis d' amplifier specif iquement les 



produits de ligation formes au cours de la reaction de RLR, 
sans amplifier la matrice, puisque les oligonucleotides Al 
et A2 ne peuvent pas s'hybrider sur celle-ci, comme montre 
sur la figure 4. 

5 \il de chaque reaction de RLR et 10 \il de 
chacune des reactions de PGR precedentes ont ^tS d^pos^s 
sur un gel d' agarose TBE 1%.' Apres coloration au bromure 
d'ethidium, le gel a ete expose aux ultraviolets, conune 
montre a la figure 5. 

L' analyse de ce gel revile que seule la 
reaction de RLR4 contient, comme le t^moin negatif, des 
fragments de restrictions encore visibles (pistes 4 et 5) . 

L' absence de produit PGR pour le temoin negatif 
(piste 10) revile non seulement que la reaction PGR est 
specif ique (pas d' amplification de la matrice complete), 
mais aussi que les fragments de restriction presents dans 
le melange ne peuvent pas se substituer aux amorces pour 
gen^rer un produit PGR contaminant dans . les conditions 
choisies. En parallele, la presence d'une bande unique a 
environ 2500 pb sur les pistes 6, 7 et 8 demontre qu'un 
produit de RLR a pu ^tre amplifie par PGR pour les 
reactions de RLRl, 2 et 3. Ces trois' reactions de RLR ont 
done permis de reconstituer un ou des genes complets II 
partir de six banques de fragments de restrictions. 

VI - ANALYSE DES PRODUITS D ' AMPLIFIGATION DES 
REAGTIONS DE RLR . 

1) Glonage . 

Les produits d' amplification PGR des reactions 
de RLR 1, 2 et 3 ont 6te purifies avec le systeme Wizard 
PGR Preps (PROMEGA) et elues dans 45 \il de tampon T. G \il 
de chaque PGR purifi^e ont ete incubes 1 heure a 37°G dans 
un melange contenant 3 [ll de tampon de restriction G, 3 ^ll 
de BSA [k Img/ml), '20 U de 1 ' enzyme Eco RI , 10' U de 
1' enzyme' Nco I et 15 ^1 d'eau. 

En parallele, deux vecteurs (pARAPONB et 
pET2 6b+) ont ete prepares pour le clonage. Ces vecteurs ont 
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ete linearises en incubant 3 |ig de ces plasmides 2 heures a 
37°C, dans un ' melange contenant 3 |Xl de tampon de 
restriction C, 3 \il de BSA (a. Img/ml) , 20 U de 1 ' enzyme Eco 
RI, 10 U de 1' enzyme Nco I et 19 |xl d'eau. 

Les vecteurs linearises ainsi que les PGR 
digerees ont et6 purifies sur gel d'agarose TBE 1% avec le 
systeme QIAquick (QUIAGEN) . Chaque vecteur ou chaque PGR 
digeree a ete ^luee dans 30 |il de tampon T. 

La ligation de chaque PGR digeree avec I'un ou 
1' autre des vecteurs a ete realises selon les conditions 
decrites dans le tableau V ci-dessous, et incubee a 1G°C^ 
pendant 16 heures. 



Tableau V 





Ligation avec le 
vecteur pARAPONB 


Ligation avec 
vecteur pET26] 


le 

0+ 




LpARl 


LpAR2 


LpAR3 


TLpAR 


LpETl 


LpET2 


LpET3 


TLpET 


PGR amplification 
RLR 1 digeree Nco 
I - Eco RI 


4 fLl 








4 \ll 








PGR amplification 
RLR 2 digeree Nco 
I - Eco RI 




4 ^ll 








4 \Ll 






PGR amplification 
RLR 3 digeree Nco 
I - Eco RI 






4 fil 








4 ^ll 




Vecteur pARAPONB 
digeree Nco I - 
Eco RI 


1 \ll 


1 ^11 


1 \il 


1 ^1 










Vecteur pET2Gb+ 
digeree Nco I 
Eco RI 










1 ^1 


1 ^11 


1 \ll 


1 Hi 


Tampon de ligation 


2 \il 


2 \ll 


2 \ll 


2 ^1 


2 ^1 


2 |ll 


2 |il 


2 Hi 


Ligase 


1 ^ll 


1 ^Ll 


1 ^l 


1 Jil 


1 ^ll 


1 ^il 


1 ^ll 


1 Hi 


H20 


12 \il 


12 \ll 


12 ^il 


16 \Ll 


12 \il 


12 \ll 


12 ^1 


16 Hi 



200 \il de cellules. MC1061 chimiocompetentes (4) 
ont ete transf ormees avec 10 |il de chaque ligation par un 



choc thermique (5) , et les cellules ainsi transformees ont 
ete etales sur un milieu de selection. 

Aucun clone n'a ete obtenu apres transformation 
des temoins de ligation TL pAR et TL pET, indiquant ainsi 
que les vecteurs pARAPONB et pET26b+ linearises Nco I - 
Eco RI ne peuvent pas subir una ligation intramoleculaire . 

'2) Criblage par PGR . 

Un , premier criblage des clones obtenus apres 
transformation des ligations avec le vecteur pARAPONB a ete 
realis^e par PGR. 42 colonies, 14 de chaque ligation LpARl, 
LpAR2 et LpAR3, ont ete resuspendues individuellement dans 
un melange de PGR contenant . 5 |ll de . tampon de 
polymerisation, 40 pmol de chaque oligonucleotide Al et A2 , 
5 jil de dNTPs 2mM et . 5U de Taq ADN polymerase dans un 
volume final de 50 |ll . Un temoin negatif a ete constitu^ 
en ajoutant au melange de PGR 50 ng du plasmide pBR322 a la 
place d'une colonie.Ces 43 tubes ont et^ incubus dans un 
thermocycleur Perkin-Elmer 9600 selon le programme 
suivant : (94°G 5 min.) - (94°C 30 sec. - 46°C 30 sec. - 
72°G 1 min.) x 29 cycles - (72^G 2 min. ) . 5 \il de chacune 
de ces reactions PGR ont ensuite ete incubes 1 heure a 37°C 
dans un melange contenant 2 ^1 de tampon de restriction A, 
2 ^ll de BSA' {k 1 mg/ml) et 5 U de 1 ' enzyme de restriction 
Pvu II dans un voliime final de 20 [J.1. 

10 p^l.de chacune de ces digestions ont ete 
depos^es sur un gel d' agarose TBE 1% en parallele de 5 ^.1 
de chaque PGR non digeree (ce qui permet de ne pas 
confondre d' eventuelles bandes non specif iques de la PGR 
avec un fragment obtenu par digestion de restriction) . 
Apres migration et coloration au bromure d'ethidium de ce 
gel, les bandes issues de la digestion par 1 ' enzyme Pvu II 
ont 6te analysees afin de determiner quel(s) fragment (s) 
des mutants initiaux s'etaient associe(s) avec les autres 
pour reconstituer un gene entier. Ce criblage r^v^le la 
presence de 27 genes portant une mutation, 7 genes portant 
deux mutations et de 8 genes ne portant plus de mutation. 
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3 ) C riblaqe par minipreparat ion d'ADN 

plasmidique . ■ 

Le deuxieme criblage a ete effectue en 
realisant une extraction de I'ADN plasmidique (5) de 21 
clones issus de la transformation des ligations avec le 
vecteur pET26b+ (7 clones de chaque ligation) . 5 ^il de 
I'ADN plasmidique ainsi obtenu pour chaque clone a ete 
incube 1 heure a 37°C en presence d'un melange contenant 1 
^1 de tampon de restriction C, 6 U de 1' enzyme Pst I, 3 U 
de 1' enzyme Nco I et 6 U de 1' enzyme Eco RI dans un volume 
final de 10 |il. 5 \il de chacune de ces digestions ont ete 
d6pos6es sur un gel d' agarose TBE 1%. Apres migration et 
coloration au bromure d'.ethidium de ce gel, les bandes 
issues de la digestion par 1' enzyme Pst I ont ete analysees 
afin de determiner quel(s) fragment (s) des mutants initiaux 
s'etaient associe(s) avec les autres pour reconstituer un 
g^ne entier. Ce criblage revele la presence, de 13 genes 
portant une mutation, 5 genes portant deux mutations et de 
3 genes ne portant plus de mutation. 

4) Analyse statistique des recombinaisons . 

En fonction de la position de chaque mutation 
par rapport aux sites de coupure des enzymes Hinf I et Bsa. 
I, comme' represente a la figure 6, il est. possible de 
calculer la probabilite d'obtenir au cours de la reaction 
de RLR la creation d'un g^ne portant 0, 1, 2 , 3 ou 4 des 
mutations des genes initiaux, 

Ainsi, en considerant que la reaction de RLR 
est totalement aleatoire les probabilites P sont les 
suivantes : 
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10 



P(0 mutation) = = 30,24% 

10-nifl 10 . j 



P(l mutation) 



44,04% 



P(2 mutations) 



P(3 mutations) = ^ 



P(4 mutations) 



Les deux criblages effectues donnent des 
resultats proches de ces previsions statistiques , comme 
rapporte dans le tableau VI ci-dessous, indiquant ainsi que 
la reaction de RLR est quasi aleatoire. One proportion 
legerement plus elevee de genes portant une mutation, au 
detriment des - genes portant zero mutation est observee. Ce 
phenomena pourrait etre attribue a une faible toxicite du 
gene ponB deja observee et a la l^g^re fuite des vecteurs 
d' expression pARAPONB et pET2 6b+, qui favor iseraient la 
selection de genes portant une mutation inactivante. 
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REVENDICATIONS 



1) Precede d'obtention in vitro de sequences 
polynucleotidiques recombinees a partir d'une banque de 
sequences polynucleotidiques, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) la fragmentation d'une banque de sequences 
polynucleotidiques double-brins , 

b) la denaturation des fragments eventuellement 
en presence d'une ou plusieurs inatrice{s) d ' assemblage , 

■ . c) 1 'hybridation desdits fragments avec une ou 

plusieurs matrice(s) d' assemblage si celle(s)-ci n'est (ne 
sent) pas presente(s) a 1 ' etape (b) , 

d) la ligation desdits fragments pour obtenir 
des sequences polynucleotidiques recombinees / 

e) la selection des sequences 
polynucleotidiques recombinees presentant des proprietes 
avantageuses par rapport aux proprietes correspondantes a' 
une ou plusieurs sequences de reference. 

2) Procede selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce qu'il comprend a 1 ' issue de 1' etape (d) 
et avant 1 ' etape (e) , la repetition des etapes (b) , (c)' et 
(d) avec les fragments ligues et non ligues issus de 
1' etape (d) . 

3) Procede selon I'une des revendications 1 ou 
2, caracterise en ce qu'il comprend la separation des 
sequences polynucleotidiques recombinees de la ou des 
matrice(s) d'assemblage avant I'etape (e) , 

4) Procede selon I'une quelcongue des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend 1 ' amplification des sequences polynucleotidiques 
recombinees double brin avant 1 ' etape (e) . 

5) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
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comprend avant I'etape (e) , le clonage de sequences 
polynucleotidiques recombinees eventual lement apres 
separation des brins recombines de la ou des matrices et 
obtention du double brin correspondant . 

6) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
extremites des fragments generes a I'etape (a) sent telles. 
qu'il puisse y avoir hybridation adjacente' de ces 
extremites s'ur la ou les matrice(s) d' assemblage a I'etape 
(c) et ligation de ces fragments les uns avecles autres a 
I'etape (d) . 

7) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
sequences polynucleotidiques de • la banque initiale 
presentent des zones d'homologie soit entre elles, soit 
avec les matrices d' assemblage, de fagon a generer a 
I'etape (a) des extremites de fragments qui permettent 
1 'hybridation adjacente de ces extremites sur la ou les 
inatrice(s) d'assemblage a I'etape (c) et ligation de ces 
fragments les uns avec les autres a I'etape (d) . 

8) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
etapes (c) et (d) sent realisees simultanement . 

9) . Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
fragmentation des sequences polynucleotidiques a I'etape 
(a) se fait de maniere contrdlee ou de maniere aleatoire. 

10) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que I'etape 
(a) • consiste a soumettre les sequences polynucleotidiques 
de la banque initiale' a une hydrolyse par 1' action d'une ou 
plusieurs enzymes de restriction. 
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11) Precede selon 1 " une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le degre 
de recombinaison et la position des points de recombinaison 
des sequences po lynuc leo t idiques recombinees sont 

5 determines par la fragmentation de 1 ' etape (a) si elle est 

realises de maniere controlee. 

12) Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 9 caracterise en ce que la 

10 ' fragmentation aleatoire des sequences polynucleotidiques a 
1' etape (a) se fait par tout moyen enzymatique ou 
m^canique connu. 

13) Precede selon I'une quelconque des 
15 revendications precedentes. caracterise en ce que 1 ' on 

ajoute a 1 ' etape (c) et/ou a 1' etape (d) des enzymes 
capables de reconnaitre et de couper de maniere sp^cifique 
les extremites non hybriddes des fragments, lorsque 
lesdites extremites recouvrent d'autres fragments hybrides 
20 sur la meme matrice.. 

14) Precede selon la revendication 13, 
caracterise en ce que 1 ' on ajoute a 1 ' etape (c) et/ou a 
1 • etape (d) 1 ' enzyme Flap endonuclease . 
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15) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1 ' on 
utilise a 1' etape. (d) une ligase active a haute 
"temperature et de preference thermostable. 



16) Precede selon les revendications 13- et 14, 
caracterise en ce que les endonucleases capables de 
reconnaitre et de couper de maniere specifique les 
extremites non hybridees des fragments ajoutees a 1 ' eta^e 
35 (c) et/ou a 1 ' etape (d) ont les memes proprietes de 

thermoresistance et d'activite k haute temperature que la 
ligase utilisee a 1' etape (d) . 
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17) Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la banqiie 
initiale de sequences polynucleo tidiques est g^ner^e a 
partir d'un gene sauvage par e tapes de mutagenese dirig^e 
success ives, par PGR error prone, par mutagenese al.eatoire 
chimique, par mutagenese aleatoire in vivo, ou en combinant 
des genes de families proches ou distinctes au sein de la 
meme espece ou d'especes differentes de. fagon a disposer 
d'une variete de sequences polynucl^o t idiques dans la 
banque initiale. 

18) Precede ' selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 16, caracterise en ce que la banque 
initiale de sequences polynucleotidiques double-brins est 
constituee de sequences synthetiques qui seront fragmentees 
a I'etape (a) ou qui peuvent constituer les fragments de 
I'etape (a) 

19) Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 11, 13 a 18, caracterise en ce que 
I'etape (a) consiste a soumettre la banque initiale a une 
hydrolyse par 1' action d' enzymes de restriction ayant un 
grand nombre de sites de coupure sur les sequences 
polynucleotidiques de la banque initiale, ou en combinant 
plusieurs enzymes de restriction. 

20) Proced^ selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 i 9 et 12 a 18, caracterise en ce que 
I'etape (a) consiste en un traitement aleatoire avec la 
DNAse I d'une banque initiale de sequences 
polynucleotidiques double ' brins part iel 1 ement 
heterologues . 

21) Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 12 ou 20, caracterise en ce que 1 ' 6ti 
utilise des fragments generes par un traitement de fagon 
aleatoire comme matrices les uns pour les autres, pour 



1' hybridation au cours de i'etape (c) ou de la reaction de 
RLR des Stapes (c) et (d) simultanees . 

22) Prqcede selon I'une des revendications 10 
ou 19, caracterise en ce que I'etape (b) est realisee en 
combinant au moins deux bangues de fragments, distinctes 
generees separement a I'etape (a) a partir de la meme 
banque initiale par un trait ement avec des enzymes de 
restriction differentes, 

23) Procede selon la revendication 22, 
caracterise en ce que 1 ' on utilise les fragments obtenus a 
I'etape (a)- par un traitement avec des enzymes de 
restriction comme matrices les uns pour les autres, pour 
I'hybridation au cours de I'etape (c) ou de la reaction de 
RLR des etapes (c) et (d) simultanees. 

24) Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, 11, 13 a 17 caracterise en ce que les 
fragments de I'etape (a) sont obtenus par des reactions 
d' amplification menees . sur les sequences polynucleotidiques 
de la banque initiale. 

25) Procede selon la revendication 24, 
caracterise en ce que les reactions d' amplification sont 
realis^es avec des oligonucleotides amorces permettant de 
g^nerer des fragments dont les extremites sont adjacentes 
tout au long de la sequence d' assemblage . 

26) Procede selon la revendication 24, 
caracterise en ce que les reactions d' amplification sont 
realisees avec des oligonucleotides amorces permettant de 
generer des fragments ayant des sequences communes, lesdits 
fragments servant de matrice d' assemblage les uns pour les 
autres a I'etape (b) ou a I'etape (c) . 

27) Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que a I'etape 
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(a) la banque initiale est fragmentee en n fragments, n 
etant superieur ou egal a trois . 

28) Precede selon 1 ' una quelconque des 
revendications 1 a 18, 24 a 27, caracterise en ce que la 
matrice d' assemblage a I'etape (b) ou (c) est une sequence 
polynucleotidique issue de la banque initiale ou una 
sequence consensus de ladite banque, simple ou double brin. 

29) Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 19, 24 a 27, caracterise en ce que 1 ' on 
utilise comma matrica d'assemblage aux etapes Stapes (b) . ou- 
(c) des oligonucleotides simple ou double brin juste 
complementaires de 1 ' extremite 3' d'un fragment et 5 ' du 
fragment adjacent. 

31) Precede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ' ce que 1 ' on 
ajoute a I'^tape (b) ou (c) en plus de la. matrice, des 
oligonucleotides, simple ou double brin, de longueur 
variable. 

32) Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que, avant 
I'etape (e) , on separe las sequences polynucleotidiques 
recombinees de la matrice d' assemblage grdce a un marqueur 
present, sur la matrice d' assemblage ou sur les sequences 
polynucleotidiques recombinees . 

33) Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
sequences polynucleotides recombinees' obtenues a I'etape 
(d) et eventuellement clon^es sont criblees par tout moyen 
approprie pour selectionner les sequences 
polynucleotidiques. recombinees ou les clones presentant d^s 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 
correspondantes de sequences de reference. 



34) Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la banqiie 
de sequences polynucleotidiques initiale est constituee par 
une ou plusieurs banques restreintes preparees par un. 
precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 33, 
6ventuellement melangees avec d'autres sequences 
polynucleotidiques. 

35) Une sequence polynucleotidique recombinee 
presentant une ou plusieurs proprietes avantageuses par 
rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference, obtenue et selectionnee par un procede selon 
I'.une quelconque des revendications 1 a 34. 

36) un vecteur contenant une sequence 
polynucleotidique selon la. revendication 35. 

37) Un bote cellulaire transforme par une 
sequence polynucleotidique recombinee selon la 
revendication 3 5 ou par un vecteur selon la revendication 
36. 

38) Une proteine codee par une. sequence 
polynucleotidique recombinee selon la revendication 37, 

39) Une banque constituee de sequences 
polynucleotidiques recombinees selon la revendication 35, 
ou de vecteur selon la revendication 36, ou d'h6tes 
cellulaires selon la revendication 37, ou de prot^ines 
selon la revendication 38. 
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Figure 1 A . 
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Figure 1 B 

(Procdd6 realisd en double brin, mais illustr^ ici siir un seul brin) 
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Fig. 2 Suite 1 
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Fig. 2 5uite2 
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Fig- 5 : Migration des reactions de RLR et des aanplifi cations PCR de ces reactions 



Pistes: J/ RLR I 6/ PCR RLR J ' 

2/ RLR 2 7/ PCR RLR 2 

3/ RLR 3 8/ PCR RLR 3 

4/ RLR 4 9/PCRRI.Ji4 

5/TemoinRLR 1 0/ PCR Temoin RLR 
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